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RESUMO 
 O presente Relatório Final de Estágio insere-se no 6º ano do Mestrado Integrado em 
Medicina Veterinária do Instituto de Ciências Biomédicas de Abel Salazar. O meu estágio foi 
realizado na área de Melhoramento Animal. 
 O estágio decorreu durante 16 semanas no CIBIO – Centro de Investigação em 
Biodiversidade e Recursos Genéticos. 
Inicialmente, não diretamente relacionada ao tema deste relatório, o estágio consistiu na 
aquisição de competências práticas mediante o acompanhamento da rotina do laboratório. Eu 
tive a oportunidade de elaborar um cardeno de laboratório (laboratory notebook), bem como de 
acompanhar à extração de ADN (ácido desoxirribonucleico) de diferentes tipos de amostras 
(tecidos orgânicos e sémen), a realização de PCR (Polymerase Chain Reaction) e a testagem dos 
resultados através de eletroforese em gel de agarose. 
Numa segunda fase do meu estágio houve a introdução da utilização do software PLINK 
o qual permite estudar a existência de associações genéticas (neste caso a quantidade de gordura 
do leite) e polimorfismos ao nível de simples nucleótidos no genótipo dos animais (SNPs). Os 
inputs para o PLINK tiveram de ser gerados através de dados provenientes da genotipagem de 
195 touros (entre 30.000 e 60.000 SNPs por animal) cujo material tinha sido enviado para 
processamento no laboratório Illumina
®
. A visualização gráfica dos resultados foi feita com a 
utilização do programa Haploview. 
Tendo terminado o meu estágio considero ter atingido plenamente os objetivos 
pedagógicos de enriquecimento da formação profissional, integração dos conhecimentos 
adquiridos durante o curso e a utilização de novas ferramentas informáticas na área da genética 
no domínio do Melhoramento Animal. 
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INTRODUÇÃO 
Melhoramento animal: da antiguidade aos tempos modernos.  
1 – Etapa empírica. 
Não sabemos quando o ser humano reconheceu a existência da hereditariedade pela 
primeira vez. Sabemos contudo que os primeiros indícios da domesticação animal ocorreram à 
cerca de dez mil anos no Crescente Fértil fruto de um processo que se convencionou chamar de 
Revolução Neolítica. Este processo poderá ter iniciado com a simples subtração de alguns 
indivíduos selvagens visando o controlo do seu ciclo de vida de forma a obter uma fonte de 
alimento segura e permanente. A cada geração, essa população submetida às condições de vida e 
reprodução distintas das populações que permaneciam selvagens, um conjunto de características 
fenotípicas eram eliminadas em detrimento de outras, originando uma maior homogenização das 
características fenotípicas desejadas pela redução e fixação de genótipos específicos (Mazoyer & 
Roudart, 2009). 
Podemos dizer então que este foi o princípio do melhoramento animal, ou seja, quando o 
Homem caçador/coletor converteu-se em cultivador e sedentário criando os seus próprios 
animais e vegetais sem ter de depender exclusivamente da natureza. Esta ideia totalmente 
empírica de melhoramento animal baseada na semelhança de indivíduos aparentados resultou em 
alterações profundas nas características morfológicas e fisiológicas dos animais selecionados. 
Entretanto poucas sugestões, se houve alguma, foram propostas para explicar estes fenómenos 
no período pré-histórico (Klug et al., 2010). 
A falta de um modelo teórico que explicasse a herança genética abrandou o 
melhoramento animal por muitos anos, todavia o melhoramento genético animal estabelecido em 
princípios científicos começou a tornar-se realidade através de uma série de fatos ocorridos nos 
finais do século XIX e durante o século XX. A redescoberta dos princípios de Mendel, o 
desenvolvimento dos princípios da genética quantitativa, a criação de associações e cooperativas, 
o desenvolvimento da inseminação artificial, a descoberta da estrutura do ADN (ácido 
desoxirribonucleico) entre outros fatores permitiram uma revolução nos programas de seleção no 
melhoramento animal. 
2 – Melhoramento genético animal no século XXI.  
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No final do século XIX a Revolução Industrial veio a transformar a produção animal 
deixando de ser atividade apenas de  subsistência e extrativista para ser conduzida como uma 
atividade comercial (Coutinho & Rosário, 2010). Houve nesse contexto uma procura crescente 
por animais que apresentassem melhor desempenho e que fossem melhor adaptados às diversas 
condições ambientais. O melhoramento tradicional, fundamentado na teoria da genética 
quantitativa, assegurou a maior parte do progresso genético obtido nas características produtivas 
(Ledur et al., 2003).   
Contudo esta forma de seleção, ao depender da recolha de informação produtiva, requer 
tempo e precisão com que se fazem as estimativas, além de diminuir de eficiência com 
características de baixa heritabilidade. Mas com a descoberta da estrutura do ADN, o 
desenvolvimento da tecnologia do ADN recombinante e ao advento dos marcadores moleculares, 
vislumbrou-se a possibilidade de incrementar a informação oriunda do fenótipo com aquela 
proveniente diretamente do ADN, permitindo que os processos de identificação e seleção dos 
animais com genótipos superiores pudessem ser realizados de forma mais mais rápida e eficiente 
(Coutinho & Rosário, 2010). 
Neste sentido o recente sequenciamento dos genomas de animais domésticos, o 
desenvolvimento de programas de bioinformática e o uso integrado das diferentes estratégias de 
melhoramento deverão permitir a identificação de novos genes de interesse económico e, desta 
forma, permitir avanços significativos no uso de informações moleculares para o melhoramento 
animal (Coutinho et al., 2007). 
3 – Avaliação genómica e seleção assistida por marcadores. 
As características produtivas, isto é, aquelas que apresentam maior interesse económico, 
são normalmente características quantitativas e são influenciadas por vários genes em diferentes 
loci. Assume-se que o efeito individual de cada gene associado a essa característica seja pequeno 
(Regitano et al., 2012), e este raciocínio tem sido a base dos modelos matemáticos de genética 
quantitativa aplicados no melhoramento animal. Entretanto, sabe-se que alguns desses genes 
podem ter um efeito maior que o esperado na expressão fenotípica que outros (Montaldo & 
Meza-Herrera, 1998), e por isso tais genes são chamados de genes maiores (major) de uma 
característica de loci quantitativo (QTL, do inglês Quantitative Trait Loci). 
Assim, embora o termo QTL possa ser aplicado à todos os genes envolvidos na expressão 
de características quantitativa, na prática refere-se somente aos genes maiores (major) dado que 
só a estes interessa detectar e mapear. A ideia então por detrás da seleção assistida por 
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marcadores (do inglês Marker-Assisted Selection) é que os genes (ou regiões) com um efeito 
mais significativo na expressão fenotípica possam ser identificados e serem alvo de seleção mais 
intensa (Eenennaam, 2004). De facto, os marcadores para características complexas 
(quantitativas) estão associados a somente um dos muitos genes que contribuem para a expressão 
fenotípica, e ao selecionar animais portadores do marcador com um impacto positivo permite o 
melhoramento mais rápido da característica (Eenennaam, 2004).  
Dentro deste contexto a definição de marcador genético é um gene, um segmento de 
ADN ou mesmo um SNP identificável no genoma e que pode ser utilizado para seleção pela sua 
proximidade a um QTL (Van der Werf, 2000).  
Facilmente se compreende, do que anteriormente foi dito, que a incorporação do 
conhecimento do genótipo do indivíduo para a sua avaliação parece ser o futuro dos programas 
de seleção. De facto, todos os jovens touros comprados pelas principais organizações de 
inseminação artificial nos Estados Unidos da América são selecionados com base nesta avaliação 
(Wiggans et al., 2010). 
A avaliação genómica, ao permitir identificar indivíduos portadores de marcadores 
associados à QTL de interesse, surge como complemento as avaliações clássicas (genealógicas e 
produtivas). O conjunto destas duas novas ferramentas da genética, isto é, a avaliação genómica 
e a seleção assistida por marcadores, apresentam-se como métodos que permitem avaliar de 
forma mais eficaz os animais a nível genético desde a sua juventude, permitindo aumentar a 
eficiência e acurácia da seleção, diretamente relacionados ao ganho genético (Davis & Denise, 
1998). 
Não obstante o objetivo deste Relatório Final de Estágio não ser a avaliação genómica, 
fez-se contudo um estudo de associação genética entre um fenótipo (gordura no leite calculado 
por métodos clássicos de genética quantitativa) e um marcador genético (SNP) o qual está 
inserido num projeto de Seleção Genómica em Populações de Bovinos Leiteiros em curso no 
CIBIO. 
Para tal 74 touros de uma população Holstein foram genotipados. O ADN foi extraído 
nos laboratórios do CIBIO (Centro de Investigação em Biodiversidade e Recursos Genéticos) a 
partir de palhinhas com sémen. As amostras foram posteriormente enviada ao laboratório 
Illumina
®
 (Illumina Inc., Califórnia, Estados Unidos da América). A genotipagem massiva de 
SNPs consiste na utilização de um microchip - BovineSNP50 v2 BeadChip (Figura 1), que 
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permite a genotipagem de 54.609 SNPs espalhados mais ou menos uniformemente pelo genoma 
bovino. 
A escolha deste chip residiu no facto de o mesmo estar comprovadamente capacitado 
para avaliação do mérito genético, estudos de QTL, de genética comparativa, bem como outros 
estudos (Anónimo, 2012). 
 
 
 
 
Figura 1. Ilustração de um BovineSNP50 v2 BeadChip. 
Deste mesmo laboratório foi-nos fornecido a genotipagem de outros 121 animais, os 
quais para efeitos comparativos foram adicionados à população Holstein inicial, totalizando 195 
animais genotipados. Estes 121 animais não nos foram aleatoriamente fornecidos, com efeito, 
estes foram por nós solicitados por estarem relacionados com a população Holstein Portuguesa e 
por terem sido utilizados massivamente na inseminação arficial desta população. 
4 – Estudos de Associação Genética. 
 Os estudos de associação genética são utilizados para identificar genes canditados ou 
regiões no genoma que contribuem para uma característica fenotípica. Nestes estudos avaliam-se 
as associações entre cada polimorfismos simples (SNP) e o fenótipo observado em toda a 
população. Assim, a maior frequência de um SNP num conjunto de animais cujo fenótipo se 
destaca da população pode ser interpretado como relação entre os dois, embora outras 
interpretações possa ser igualmente válidas (Lewis & Knight, 2012). De facto, a interpretação da 
associação genética pode ter três formas: (1) associação direta, na qual o SNP genotipado é a 
variante causal da característica; (2) associação indireta, na qual o SNP está em desequilíbrio de 
linkage com a verdadeira variante responsável pela característica; (3) um falso positivo no qual o 
resultado aparece por erro aleatório ou sistemático (Lewis & Knight, 2012). 
Para este estudo foi utilizado o programa informático PLINK. Este programa foi 
desenolvido por Shaun Purcell (2007), no CHGR (Center for Human Genetic Research), do 
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Hospital Geral de Massachusetts (Massachusetts General Hospital - MGH), com apoio da 
equipa de investigadores do próprio MGH, e pode ser  obtido através da internet pelo endereço: 
http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/. 
A origem do PLINK está relacionada com a necessidade de possuir ferramentas de 
análise genética capazes de lidar com um grande número de dados genómicos de forma 
computacionalmente eficiente (Purcell et al., 2007). Assim, é possível analisar uma grande 
quantidade de dados provenientes da genotipagem de marcadores para muitos indivíduos. Outra 
vantagem na utilização da aplicação PLINK resulta do facto de esta poder ser utilizada para 
dados genómicos de qualquer espécie de organismo diplóide.  
Além dos argumentos anteriores,  a sua escolha como ferramenta para este Relatório 
Final de Estágio foi o facto de possuir uma estrutura clara e intuitiva de utilização dos seus 
comandos, facilmente aprendido por qualquer utilizador pouco experiente. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
5 – Gestão de Dados. 
5.1 – Quais ficheiros criar? 
Os dados provenientes do laboratório Illumina
®
 vieram em diferentes ficheiros de texto 
com extensão “.txt”, estes ficheiros não estavam prontos para a utilização no PLINK sendo, por 
isso, modificados para criar ficheiros de entrada (inputs) reconhecíveis pelo programa. 
Neste contexto foram criados 3 ficheiros de textos com base nos resultados laboratoriais: 
um ficheiro FAM, um ficheiro MAP e um ficheiro LGEN. Estes três ficheiros anteriores são 
chamados long-format fileset, podem ser utilizados pela aplicação PLINK e serão descritos 
abaixo. 
O ficheiro FAM possui 6 colunas separadas por tabulação, identificadas a seguir na 
Tabela 1. 
Tabela 1. 
 Este ficheiro corresponde a identificação de todos os indivíduos presente no estudo. É 
apresentado como uma lista onde cada linha corresponde a um indivíduo. Um exemplo do 
conteúdo do ficheiro FAM é visto na Figura 2. 
 
  
 
  Figura 2. 
A combinação da identificação da família (coluna 1) e da identificação do indivíduo 
(coluna 2) é única, e podem ser apenas números ou uma combinação alfanumérica. A última 
coluna – coluna 6 – correspondente ao fenótipo e pode ser um valor qualitativo (1 ou 2) ou 
quantitativo (exemplo: 3.6908), separando a unidade das casas decimais por ponto.  
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O ficheiro MAP, por sua vez, é também um ficheiro de texto separado por tabulação, 
contudo este possui informação sobre os SNPs. Neste caso temos 4 colunas onde cada uma está 
identificada na tabela a seguir. 
Tabela 2. 
 O ficheiro MAP mapeia os diferentes SNPs pelos cromossomas. A coluna 1 do ficheiro 
MAP diz qual o cromossoma que o SNP pertence, podendo ser um valor entre 1 e 29 
(correspondente aos 29 pares de cromossomas autossómicos dos bovinos), um valor X ou Y, 
caso seja um cromossoma sexual, ou o valor 0 (zero), se não foi possível determinar o 
cromossoma. 
A coluna 2 identifica o nome que se atribui ao SNP.  
A coluna 3 corresponde à distância genética, e a sua definição corresponde a medida da 
diferença de material genético entre diferentes espécies ou indivíduos da mesma espécie 
(Kalinowski, 2002). De acordo com Purcell (2010) esta medida é mais importante para o 
conjunto de análises que procuram segmentos partilhados entre indivíduos. Para os testes de 
associação básicos os valores de distância genética podem ser zero. 
A coluna 4 corresponde a posição, em pares de base, da localização do SNP no 
cromossoma, e deverão ser sempre valores inteiros positivos. 
Um exemplo do conteúdo do ficheiro MAP é: 
 
 
 
Figura 3. Exemplo do conteúdo do ficheiro MAP. 
 Por último o ficheiro LGEN é um ficheiro de texto que fornece a informação dos alelos 
de cada SNP para cada indivíduo genotipado. Trata-se portanto de um ficheiro muito comprido 
onde para cada indivíduo há dezenas de milhares de linhas correspondentes aos seus alelos para 
cada SNP. 
7 
xiii 
 
 
 
 O ficheiro LGEN possui 5 colunas. A descrição de cada coluna é feita na Tabela 3, e tal 
como os anteriores cada coluna também é separada por tabulação. 
Tabela 3. 
 As colunas 1 e 2 são a identificação do indivíduo, e a coluna 3 corresponde o nome do 
SNP para qual o indivíduo foi genotipado. As colunas 4 e 5 são representadas pelas letras A, G, 
C e T representando aos nucleótidos adenina, guanina, citosina e timina de cada alelo, 
respectivamente. 
 Desta forma temos na Figura 4 um exemplo do ficheiro LGEN. 
 
 
Figura 4. Exemplo do conteúdo do ficheiro LGEN. 
5.2 – Como foram criados os ficheiros FAM, MAP e LGEN. 
 Como dito anteriormente os dados do laboratório americano não vieram prontos a serem 
utilizados no programa PLINK. Desta forma estes foram editados para produzir os ficheiros 
requeridos. 
Os resultados laboratoriais vieram separados em três ficheiros diferentes: um 
FinalReport, um Sample_map e um SNP_map.  
 O SNP_map, cujo exemplo do seu conteúdo pode ser visto na Figura 5, permite a criação 
do ficheiro MAP. Para a sua produção utilizou-se um simples programa para escritório (Office 
suite) denominado LibreOffice
®
, no qual, a partir do SNP_map, eliminou-se as colunas não 
necessárias deixando apenas aquelas que permitiam criar o ficheiro MAP, isto é, as colunas 
“chromosome”,”name” e “position”, respectivamente. 
 Na Figura 5, a seguir, se encontra representado um exemplo do conteúdo de um ficheiro 
SNP_map. 
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Figura 5. 
 O ficheiro FinalReport forneceu os dados para a produção do ficheiro LGEN. Um 
exemplo do seu conteúdo pode ser visto na Figura 6. 
 
 
 
 
Figura 6. 
 Tal como o ficheiro anterior, eliminou-se as colunas não desejadas deixando apenas 
aquelas colunas que permitiam criar o ficheiro LGEN descrito na Tabela 3. 
 Neste estudo foi utilizado como referência para os alelos de cada SNP os Allele1 – Top e 
Allele2 - Top. A escolha destes alelos teve como base a indicação no manual de utilização do 
programa GCTA (Yang et al., 2010) que, semelhante a aplicação PLINK, é um programa que 
permite estudos de associação do genoma completo (Genome-wide Association Study). 
 O último ficheiro a ser criado foi o ficheiro FAM. Este foi feito com base nas 
informações contida no Sample_map (identificação dos animais genotipados) e posteriormente 
formação de um pedigree (com a identificação dos progenitores). Para identificar os progenitores 
dos animais genotipados foi feita a busca no Bovinfor, que corresponde a uma base de dados 
nacional sobre a informação produtiva, reprodutiva e genealógica do gado bovino leiteiro. O 
critério para formação do pedigree foram as linhas paternais, sendo o pai (macho) mais antigo 
como referência para determinar a família. A construção de pedigree foi feita com recurso ao 
MATLAB
®
 (2010) e SAS
®
 (1990).  
6 – A aplicação PLINK para análise de dados. 
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 A aplicação PLINK trata-se de um software desenvolvido sob a Licença Pública Geral 
(General Public License - GPL) sendo portanto de código fonte e uso livre, e pode ser executado 
em diferentes sistemas operacionais. No meu caso foi instalado num portátil com Linux Ubuntu, 
versão 12.04.2 LTS e arquitetura 32 bits. A versão utilizada da aplicação PLINK para a 
realização deste Relatório de Estágio foi v1.07 de 10 de Agosto de 2009. 
 Este programa informático foi escrito em C/C++ e a sua utilização requer a introdução de 
ordens pela linha de comandos do terminal. Dito de outra forma, o funcionamento do PLINK 
faz-se ao digitar comandos (iniciados pelos caracteres  “- -“) no terminal do Linux para 
especificar os ficheiros de dados e/ou métodos a serem utilizados. Os resultados são salvos em 
ficheiros cuja extensão está relacionada ao comando utilizado. 
A utilização de interface com linhas de comando (CLI – do acrónimo inglês Command-
Line Interface) implica que o utilizador saiba para que serve cada comando e os seus respectivos 
parâmetros. Não é do objetivo deste relatório introduzir as noções básicas, contudo estas são 
facilmente encontrada na internet. Entretanto é relevante desenvolver uma breve introdução ao 
uso da aplicação PLINK. 
Um exemplo da linha de comando para utilização da aplicação PLINK seria: 
Figura 7. 
Onde p-link corresponde a indicação para utilização do programa PLINK, --lfile 
corresponde a instrução para leitura de três ficheiros em formato longo (do inglês long-format 
fileset), a opção --make-bed produz um ficheiro binário e mais outros dois ficheiros tendo, por 
fim, o comando --out test que indica que os ficheiros produzidos terão como nome test seguido 
da extensão resultante dos comandos. Neste caso então teremos quatro novos ficheiros: test.bem, 
test.fam, test.bim mais o test.log. 
A Tabela 4 mostra alguns exemplos dos tipos de ficheiros de saída (output): 
11 
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RESULTADOS 
7 – Controlo da Qualidade dos Dados. 
Antes de iniciar as primeiras análises efectuou-se o controlo da qualidade dos dados. A 
Figura 8 corresponde ao ficheiro log que obteve. 
Como pode ser visto na figura 
ao lado os comandos utilizados foram 
o mind, que corresponde a proporção 
máxima da não-resposta (missingness) 
da genotipagem por indivíduo, o MAF  
(Minor Allele Frequency) que 
correspondente ao valor da frequência 
do alelo menos frequente de cada 
SNP, e por último o comando geno 
que depura os SNPs que apresentam 
uma proporção de não-resposta 
(missingness) superior ao valor 
escolhido – 0.1. O comando hwe 
corresponde ao limiar máximo de desequilíbrio de Hardy-Weinberg para cada SNP. Enquanto 
que os outros comandos: cow, nonfounders e make-bed , identificam o gênero bovino, a inclusão 
de todos os indivíduos na análise e a produção de um ficheiro binário, respectivamente. 
Com estas opções os resultados obtidos foram os vistos na Figura 9. 
 Da leitura da figura ao lado 
temos: 453 animais, sendo 281 machos 
e 172 fêmeas. Contudo, depois de 
removidos aqueles indivíduos com 
baixa genotipagem (low genotyping) 
restaram apenas 150 touros. Dos 
54.609 SNPs iniciais contidos no 
ficheiro MAP (almeida.map) ficaram 
38.450 SNPs. 
Figura 8. 
 
Figura 9 
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8 – Primeiras estatísticas. 
 Tendo aplicado os critérios de inclusão aos ficheiros iniciais obtiveram-se as primeiras 
estatísticas. Os próximos resultados não têm todos necessariamente a ver com o estudo de 
associação, contudo serão apresentados já que a sua manipulação e interpretação foram um dos 
objetivos pedagógico do meu estágio.  
Assim com a opção --missing, que fornece as estatísticas de não-resposta (missing data), 
temos o ficheiro log (Figura 10): 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. 
 Desde mesmo comando geram-se outros dois ficheiros que fornecem os resultados de 
não-resposta por indivíduo (miss_stat.imiss) e por SNP (miss_stat.lmiss). Um exemplo do 
conteúdo dos dois ficheiros está contido na Figura 11. 
Figura 11.  
A correspondência de cada coluna da Figura 11 é: FID – Identificação familiar; IID – 
Identificação do indivíduo; MISS_PHENO – Ausência de fenótipo (Y=sim, N=não); N_MISS 
(imiss) – Número de SNPs que o indivíduo falhou relativamente aos 38.450 SNPs; N_GENO 
(imiss) – número total de SNPs; N_MISS (lmiss) – indivíduos que não possuem possuem o SNP 
em questão; N_GENO (lmiss) – número dos indivíduos analisados;  F_MISS – Frequência de 
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ausência (missingness), corresponde a proporção entre (N_MISS e N_GENO); SNP – nome do 
SNP; CHR – Número do cromossoma.   
 A seguir foram utilizados comandos para o estudo das frequencias alélicas, como pode 
ser visto na Figura 12. 
 
 
 
 
   
  
 
 
Figura 12. 
 Desde comando foi obtido o ficheiro freq_stat.frq, cujo conteúdo pode ser visto 
parcialmente na Figura 13. 
 
 
 
 
Figura 13. 
 Na Figura 13 as colunas A1 representam o nucleótido do alelo major (de maior 
frequência alélica) enquanto a coluna A2 representa o nucleótido para alelo minor (de menor 
frequência alélica). A coluna NCHROBS é o acrónimo para Number Chromosome Observation, 
isto é, o número de cromossomas válidos (non-missing). As demais colunas – CHR, SNP e MAF 
- coincidem com as definições para as figuras anteriores. 
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9 – Estudo de associação. 
 O ficheiro FAM, como anterioremente descrito, não possui na sexta coluna um valor para 
o fenótipo dos animais. Esta coluna está identificada com um valor -9 que o programa PLINK 
reconhece com ausente (missing value). Assim, para o estudo de associação, foram criados dois 
ficheiros com diferentes valores para o fenótipo. Um primeiro ficheiro, denominado 
almeida_quant.phe, contém valores genéticos da gordura no leite que foram calculados por 
métodos clássicos de genética quantitativa e foram obtidos na avaliação nacional de Janeiro de 
2013. Um segundo ficheiro, nomeado almeida_1_2.phe, contém um valor qualitativo para o 
fenótipo. Neste segundo ficheiro a população total (453 animais) foi dividida em duas 
subpopulações sendo que os touros portugueses (população Holstein inicial de 74 touros) 
receberam para o valor de fenótipo o algarismo 2 e os restantes animais tiveram o algarismo 1 
como valor para o fenótipo.   
Um exemplo do conteúdo dos ficheiros almeida_quant.phe e almeida_1_2.phe pode ser 
visto na Figura14. 
 
  
 
  
 
 
Figura 14. 
 Com estes ficheiros prontos, utilizou-se os seguintes comandos: 
 
 
Figura 15. 
 Tendo-se obtido os resultados presentes nas figuras 16 e 17. 
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Figura 16. Exemplo do conteúdo do ficheiro obtido. Legenda: CHR – cromossoma; SNP – nome do SNP; BP – 
localização do SNP em pares de bases; NMISS – número de indivíduos válidos (non-missing); BETA – coeficiente 
de regressão; SE – erro padrão; R2 – coeficiente de determinação; T – valor da distribuição de t; P – valor de p 
(significância estatística). 
A Figura 16 é o resultado para os valores de fenótipo quantitativo, ficheiro 
almeida_quant.phe. 
Por sua vez, a Figura 17 são os resultados para os valores de fenótipo qualitativo, ficheiro 
almeida_1_2.phe. 
Figura 17. Exemplo do conteúdo. Legenda: CHR – cromossoma; SNP – nome do SNP; BP – localização do SNP em 
pares de base; A1 -  alelo major; F_A – frequência do alelo na população nos população casos; F_U – frequência do 
alelo nos controlos; A2 – alelo minor; CHISQ – valor do teste qui-quadrado; P – valor de p; OR – Odds Ratio.   
10 – Visualização gráfica dos resultados. 
Os resultados (output) da aplicação PLINK são ficheiros de texto com colunas separadas 
por espaços. Para a sua visualização recorreu-se ao programa Haploview (Barret et al., 2005), 
sendo este programa também de código aberto (open source) e gratuito. 
Com este programa construiram-se gráfico onde se representaram os valor de p, no eixo 
das ordenadas, relativamente a característica quantitativa (ficheiro almeida_quant.phe) e 
qualitativa (almeida_1_2.phe) para cada cromossoma (representado no eixo das abscissas). 
Do Figura 18 viu-se que dois cromossomas se destacavam pelo seu valor de p, os 
cromossomas 3 e 14. Por isso realizaram-se outros quatro gráficos para representar a localização 
(por pares de base) no eixo das abscissas para os valor de p (eixo da ordenadas) em cada um dos 
cromossomas individualmente, figuras 19, 20, 22 e 23. 
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Figura 18. CHR – Cromossoma; -log10(P) -  Corresponde ao negativo do logaritmo de base 10 do valor de p. 
Figura 19. Cromossoma 14. BP – Pares de base; -log10(P) -  Corresponde ao negativo do logaritmo 
de base 10 do valor de p. 
Figura 20. Cromossoma 3. BP – Pares de base; -log10(P) -  Corresponde ao negativo do logaritmo de 
base 10 do valor de p. 
[Escreva um trecho do documento 
ou o resumo de um ponto 
interessante. Pode posicionar a 
caixa de texto em qualquer ponto 
do documento. Utilize o separador 
Ferramentas de Desenho para 
alterar a formatação da caixa de 
texto do trecho em destaque.] 
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Figura 21. Cromossoma 14. BP – Pares de base; -log10(P) -  Corresponde ao negativo do logaritmo 
de base 10 do valor de p. 
 
Figura 22. Cromossoma 3. BP – Pares de base; -log10(P) -  Corresponde ao negativo do logaritmo 
de base 10 do valor de p.  
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
Como dito anteriormente na introdução deste Relatório Final de Estágio os estudos de 
associação genética testam a correlação entre um fenótipo e as variações genéticas para 
identificar genes candidatos ou regiões do genoma que contribuem especificamente para o 
fenótipo.  
Na Figura 18, na qual temos um Manhattan plot com os resultados de associação dos 
SNPs (por cromossoma) com os valores genéticos da gordura no leite (representados pelo  
negativo do logaritmo do valor de p – indicam a significância do efeito desses SNPs na 
expressão da característica), vemos que existem dois cromossomas (cromossomas 3 e 14) que se 
destacam pelo valor de p que apresentam (p < 0,00001). Ao pesquisar na literatura identificou-se 
o gene DGAT1, descrito por vários autores como envolvido na quantidade de gordura no leite e 
também com a deposição de gordura em bovinos de carne (Vechetini, 2007), e a sua localização 
também está descrita como sendo no cromossoma 14 (Grisart et al., 2001) o que vai ao encontro 
do resultado obtido. 
Entretanto é necessário cautela na interpretação deste resultado. Na verdade o valor de p 
não pode ser interpretado como medida de magnitude da associação entre duas variáveis, mas 
antes apenas uma probabilidade que uma associação seja um achado falso-positivo decorrente do 
acaso (Botelho et al., 2008). Contudo, dado o valor de p pequeno e de ser coerente com os 
estudos até então publicados, permite-nos ter alguma confiança na sua significância. 
Também sobre a localização de genes associados a percentagem de gordura no leite 
temos o trabalho de Wibowo et al. (2008) que descreve, nos bovinos de leite, a região do 
cromossoma 14 compreendida entre 0-10 Mb (mega pares de bases) como uma região com alta 
densidade de QTLs (um total de 56 loci), sendo estes loci principalmente associados às 
características de produção de leite. Com o gráfico da Figura 19, que também se trata de um 
Manhattan plot onde mostra os valores de p pela localização (em pares de base) de cada SNP do 
cromossoma 14, vemos que há alguns valores signficativos abrangidos justamente nesse 
intervalo (0-10 Mb). Estes resultados por si só não nos permitem garantir que estamos perante o 
gene DGAT1, mas não deixa de ser um forte indicador e permite ter alguma confiança nos 
resultados obtidos. Neste sentido, a fim de se encontrar um localização mais aproximada, fez-se 
um novo gráfico, Figura 21, semelhante aos anteriores  obtendo-se como resultado um intervalo 
ainda menor entre 0 e 2 Mb, correspondendo a porção mais inicial do cromossoma 14. 
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Na literatura, relativamente ao cromossoma 3, vemos que neste também se encontram 
alguns genes que influenciam a gordura no leite (Calvo et al., 2006), compatível por isso com o 
resultado encontrado na Figura 18. 
No gráfico da Figura 20 vemos que a principal região identificada dentro do cromossoma 
3, com um valor de p inferior 0,00001, compreendeu o intervalo entre 100-125 Mb. Ao fazer um 
novo gráfico, Figura 22, compreendido justamente neste intervalo (100-125 Mb) vemos que o 
valor de p com maior significância está situado entre 107 e 110 Mb. Sendo por isso um intervalo 
de escolha na pesquisa de QTL para a característica em estudo. 
Em conclusão, genes (ou regiões cromossómicas) associados à expressão fenotípica da 
gordura do leite foram identificadas nos cromossomas 3 e 14. Uma pesquisa mais extensiva 
nestas regiões associadas poderá contribuir para o aprofundar do conhecimento dos processos 
biológicos envolvidos, além de possibilitar a identificação de QTLs na determinação da 
expressão fenotípica. A eventual descoberta destes genes poderá ser utilizados na seleção em 
programas de melhoramento ao selecionar os animais portadores destes alelos. 
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